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摘要 : 目的 : 构建 呈现 人 和 白细胞 介 素 -13 ( interleukin-13, IL-13) 抗原 肽 的 QB 噬菌体 
病毒 样 颗粒 (virus-like particles, VLPs) RW. Wik: 将 人 IL-13 抗原 肽 经 基因 重组 
插入 QB 噬菌体 衣 壳 蛋白 (CP) 基因 的 C 末端 。 在 BL21 细菌 中 ， 经 1PTG 诱导 CP C HEA 
IL-13 抗原 肽 的 CP (CP /IL-13) 同时 表达 。 以 硫酸 锭 沉淀 及 芒 糖 密度 梯度 离心 进行 VLPs 
th AL BAY APRA VLPs 的 存在 ， 以 HPLC 分 析 VLPs 纯度 ， 以 及 以 电镜 观察 颗粒 形态 。 小 鼠 经 
皮下 免疫 VLPs 后 采集 血清 ， 以 ELISA 检测 人 IL-13 特异 性 1gG 抗体 水 平 。 结 果 : 重组 蛋白 
CP 5 CP /IL-13 获得 成 功 表 达 ， 两 者 在 密度 梯度 离心 中 有 一 致 的 、 与 QBVLPs 相同 的 沉降 
行为 ， 而 CP /IL-13 单独 无 QB 颗粒 行为 。 经 纯化 获得 了 高 纯度 颗粒 ， 明 合 颗粒 与 QB 颗粒 
形态 相似 。 此 外 ， 该 VLPs 疫苗 诱导 小 自 产 生 了 IL-13 特异 的 抗体 应 答 。 结 论 : 利用 共 表 达 
策略 可 成 功 构建 呈现 人 IL-13 抗原 表 位 的 瞬 合 VLPs, 为 以 主动 免疫 方式 调控 IL-13 在 疾病 
中 的 病理 作用 ， 提 供 了 有 具有 临床 应 用 潜能 的 疫苗 形式 。 
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Abstract: Objective: To construct Qf phage virus-like particles (VLPs) vaccines 
presenting human interleukin-13 (IL-13) antigen peptide. Methods: The human IL-13 
antigen peptide was genetically recombined into the C terminus of the QB phage 
capsid protein (CP). In BL21 bacteria, the native CP and the recombinant CP with 
C terminal fused with IL-13 antigen peptide (CP / IL-13) were induced 
simultaneously by IPTG. VLPs were purified by ammonium sulfate precipitation and 
sucrose density gradient centrifugation, and the presence of chimeric VLPs was 
analyzed. The purity of VLPs was analyzed by HPLC and the morphology of the particles 
was observed by electron microscopy. The mice were subcutaneously immunized with 
VLPs and sera were collected for detection of human IL-13-specific IgG antibodies 
by ELISA. RESULTS: The recombinant protein CP and CP / IL-13 were successful ly 
expressed. Both of them appeared in the same fractions of collected samples from 
density gradient centrifugation and had the same sedimentation behavior as the 
native QB VLPs, while CP / IL-13 alone had no QB particle behavior. After 
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purification, high purity particles were obtained. The chimeric particles were 
similar in shape to QB particles. In addition, the VLPs vaccine induced mice to 
develop an IL-13-specific antibody response. Conclusion: The co-expression strategy 
can successfully construct chimeric VLPs presenting human IL-13 epitopes, and 
provide a vaccine form with potentials for clinical application antagonizing the 
pathological effects of IL-13 in severe human diseases 
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过 敏 性 哮 跨 以 炎症 过 程 为 核心 ， 典 型 性 地 伴随 有 Th2 AEA. Th2 细 
胞 产生 一 系列 细胞 因子 ， 如 IL-4、IL5、IL-9 和 IL-13 等 ， 在 气 道 炎症 反应 中 发 挥 
重要 作用 ， 其 中 IL-13 被 认为 是 最 为 核心 的 介质 外， 其 功能 几乎 涉及 到 哮喘 的 所 
有 病理 特征 的 发 生 、 发 展 过 程 四 。 

目前 ， 利 用 IL-13 单 克隆 抗体 进行 哮 跨 治疗 在 国外 已 开展 了 临床 试验 研究 ， 
提示 了 持 抗 IL-13 具有 可 能 的 临床 治疗 应 用 前 景 册 。 然 而 ， 运 用 抗体 进行 治疗 具 
有 缺点 ， 如 半衰期 短 ， 在 机 体循环 中 会 很 快 被 清除 ; 即便 人 源 单 抗 也 可 能 具有 一 
定 异 源 性 ， 影 响 长 期 使 用 ; 再 者 ,为 了 维持 有 效 的 免疫 必须 持续 大 量 给 患者 输入 
抗体 ， 患 者 须 承受 严重 的 经 济 负担 及 精神 负担 E1。 为 了 克服 这 些 可 能 的 不 利 因 
R 近年 出 现 了 一 种 新 的 疾病 干预 策略 ， 即 通过 接种 疫苗 ， 诱 导 产 生 一 定时 间 内 
存在 的 、 针 对 自身 细胞 因子 的 抗体 ， 从 而 达到 疗效 更 为 持久 、 副 作用 更 小 以 及 更 
经 济 的 治疗 效果 B10。 

我 们 之 前 已 将 有 效 的 1L-13 抗原 表 位 克隆 到 乙肝 核心 抗原 (HBcAg) 病毒 样 颗 
粒 〈virus-like particles, VLPs) 表面 ， 证 明 可 诱导 高 滴 度 中 和 抗体 [器 。 为 更 适应 于 
可 能 的 临床 应 用 ， 本 研究 拟 利用 基因 重组 技术 将 证 明 有 效 的 人 IL-13 (氨基 酸 
23-41) 抗原 肽 段 呈 递 至 QB 叭 落体 病毒 样 颗粒 表面 ， 形 成 一 种 较 之 HBcAg VLPs 
更 具 临 床 前 景 的 疫苗 形式 。 


1 材料 与 方法 
1.1 实验 动物 

实验 所 用 的 动物 为 SPF 级 BALB/c 雌性 小 鼠 ，16-18g，6-8 周 龄 ， 购 自 北京 维 通 利 华 实验 
动物 技术 有 限 公 司 。 实 验 动 物 的 开展 获得 中 国医 学 科学 院 医学 生物 学 研究 所 实验 动物 使 用 和 
管理 委员 会 的 许可 。 
1. 2 质粒 及 菌株 

共 表 达 质 粒 pRSFDuet1 购 自 上 海 百 风 生 物 科 技 有 限 公 司 ; KAE C E.coli) BL21 JJ 
自 北京 全 式 金 生物 技术 有 限 公司 。 
1.3 主要 试剂 


限制 性 内 切 酶 Ncol. Pst 1, 
均 购 自 宝生 物 工程 (大 连 ) 
天 根 生 化 科技 (北京 )》 有 限 公司 ; F 


定量 试剂 盒 购 自 北京 康 为 世纪 生物 科技 有 


Nde |, 
TIRAS]; 


EHA 


Kpn l~ 
UBL NURSE - 


BamH [ ~ EcoRI, 


wale 


Taq He, 
胶 回收 试剂 盒 和 纯 
IL-13 标准 品 购 自 美国 Peprotech 
民 公 司 ; 生物 素 标记 的 免 抗 鼠 IgG. 
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碱 性 磷酸 酶 、 磷 酸 酶 底 物 
1.4 AIBA 


1E C AR BamHI. 


股份 有 限 公 司 合成 〈 表 一 )。 
1. 5 重组 表达 质粒 的 构建 
1.5.1 抗 原 肽 基因 片段 获得 


ERN 
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美国 Sigma Aldrich 公司 。 


EcoR | 酶 切 位 点 的 QB Wi TR 
HRI AR 23-41) WIE SEELEE 


将 编码 人 IL-13 PERMAI SEG E 
加 水 至 
抗原 肽 的 双 链 DNA 片段 。 
1. 5.2 质粒 重组 


pRSFDuet1-CP-CP/X: 以 合成 的 CP/X 为 模板 , H 


动 子 1-CP) PCR 扩 增 得 到 原始 衣 壳 

表达 单元 的 质粒 载体 pRSFDuet1 ( 
用 分 别 带 有 Nde |, 
经 Ndqe1、Kpn1 酶 切 后 将 CP/X 连接 至 


pa 


分 别 带 有 Nde |、 
Nde |、Kpn | 酶 切 后 将 CP 连接 
pRSFDuet1-CP/X -CP， 该 质粒 在 大 肠 


至 


CP/IL13-CP。 
1.6 目的 基因 的 诱导 表达 

将 重组 表达 质粒 和 
A (50 hg/mL) 的 LB 培养 
新 鲜 LB 培养 基 中 继续 培养 2-3 小 时 
表达 3 小 时 ， 诱 导 温 度 37°C. 
1.7 重组 蛋白 的 纯化 

诱导 表达 后 的 菌 液 离心 收集 
入 硫酸 铵 至 饱和 度 为 40%， 室 温 30 


溶解 。 溶 解 产 物 用 10-50% 的 茂 糖 溶液 进行 密度 梯度 离心 (38000 rpm, 


Zx 


全 p 
pRSFDuet1-CP-CP/X， 该 质粒 在 大 肠 杆 菌 
pRSFDuet1-CP/X -CP: 以 合成 的 CP/X 为 模板 ， 用 分 别 
(启动 子 1- CP/X) PCR 扩 增 得 到 CP/X 基因 ， 经 Neo |, 
达 单 元 的 质粒 载体 pRSFDuet1 (图 1) 中 , 得 到 表达 质粒 pRSFDuet1-CP/X; F 
Kpn 1 酶 切 位 点 的 引物 (启动 子 2-CP) 进行 PCR 扩 增 ， 
pRSFDuet1-CP/X 的 第 二 个 表达 和 
中 诱导 表达 
pRSFDuet1-CP-CP/X 5j pRSFDuet1-CP/X -CP 分 别 经 BamH 工 、 

的 IL-13 抗原 肽 DNA 片段 连接 ， 得 到 双 基 因 
质粒 经 酶 切 鉴定 正确 后 送 至 上 海 铂 尚 生物 技术 有 限 公 司 测序 。 
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亲 和 素 标记 的 


体 CP 基因 CCP/X) 以 及 编码 人 IL-13 
以 及 PCR 扩 增 引物 由 生 工 生物 工程 CES 


酸 序 列 正 、 负 链 片 段 分 别 加 水 溶解 至 50hM， 各 取 2ul 
20M， 于 95 ‘CARE 30sec, 19208 mm. TIE. fASEXERCOH WT BOB OE Bh 


码 


日 分别 带 有 酶 切 位 点 Nco 1、 Pst1 的 引物 OA 
蛋白 CP 基因 ， 经 Nco 1、Pst | HED CP 连接 至 具有 双 
1) F, 得 到 表达 质粒 pRSFDuet1-CP; 再 以 CP/X 为 模板 ， 


Kpn | 酶 切 位 点 的 引物 (启动 子 2-CP/X) 进行 PCR PE 


RSFDuet1-CP [f* 
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中 
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, ARE TR] 


BL21 (DE3) RZA 


分 钟 ， 
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第 一 个 
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HeIK A 
导 表 达 时 CP/X 表达 速率 高 于 CP. 
带 有 和 酶 切 位 点 Nco1l、 


rH 


Pst | 


元 中 ， 得 


PA OD 值 


以 12000 rpm 离心 10 719b, 3E ET 


1ml 一 管 取样 进行 SDS-PAGE 检测 。 将 共 表达 条 带 富 集 的 第 8-11 层 样 品 
脱盐 柱 将 蔗糖 置换 成 PBS。 以 透射 电镜 观察 病毒 颗粒 。 


1.8 小 鼠 免疫 及 血清 IL-13 抗体 水 平 的 检测 


将 50ng 纯 化 后 的 伦 合 颗粒 分 别 在 0 天 、14 天 、28 天 皮下 免疫 小 鼠 ， 
， 以 ELISA 法 检测 抗 人 1L-13 抗体 水 平 。 


一 周 采血 分 离 


1A 


酶 切 后 将 CP/X 连接 至 具有 


B. DUE 
4 小 时 )， 从 上 到 下 每 
取出 并 混合 ， 经 


Ed 


最 后 
具体 的 ,将 重组 人 IL-13 标准 蛋 


得 到 CP/X 基因 
元 中 ， 得 到 表达 质粒 


, 


Pst| 的 引物 


ELA CP/X 为 模板 
得 到 CP 基因 
到 表达 质粒 
时 CP/X 表达 速率 低 于 CP. 

EcoR | 双 酶 切 后 与 退火 形成 
表达 质粒 pRSFDuet1-CP- CP/IL13 或 pRSFDuet1- 


AR 


, 


经 
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落体 , BH PBS 重 悬 后 进行 超声 破碎 ， 取 超声 破碎 上 


基 中 ， 过 夜 培养 12-16 小 时 后 按 1:20 的 比例 转 接 至 含 卡 那 霉 素 的 
达到 0.5 时 ， 加 入 IPTG (1mmol/L) 诱导 
表达 产物 经 15% SDS-PAGE 进行 分 析 。 


IH 


1H 


后 一 次 免疫 后 


J PBS 


G-25 
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加 入 96 FLA, BFL 50 pl (2 hg/mL)，4C 湿 盒 包 被 过 夜 ; 每 孔 加 入 200hl PBST 洗涤 3 次 ， 
加 入 2% BSA 室温 封闭 2 小 时 ;， PBST 洗涤 3 次 ， 加 入 收获 的 血清 (1:1000 稀释 )， 室 温 反 应 
2 小 时 ; PBST 洗涤 3 次 ， 加 入 生物 素 标 记 的 免 抗 鼠 IgG (1:5000 E), SUI A 1 小 时 ; 
PBST 洗涤 3 次 ， 加 入 亲 和 素 标记 的 碱 性 磷酸 酶 (1:10000)， 室 温 钥 育 1 小 时 ; PBST 洗涤 5 
次 ， 加 入 碱 性 磷酸 酶 底 物 ， 经 酶 标 仪 检测 抗体 水 平 。 


2 结果 
2.1 质粒 构建 

质粒 图 谱 如 图 1 所 示 , 构建 的 质粒 经 酶 切 与 琼脂 糖 电泳 分 析 鉴 定 ， 结 果 与 预 
期 相符 ， 表 明 获 得 了 表达 CP 以 及 共 表 达 CP 5 CP/IL13 重组 质粒 。 
2.2 目的 蛋白 的 表达 及 纯化 

OBIE Pa A ARSE EE CCP) 的 分 子 量 大 小 约 为 14.1KDa， 其 C 末端 接 有 1L13 抗 
原 肽 (cP/IL13〉 的 分 子 量 大 小 约 为 16.2 KDa。 经 IPTG 诱导 后 ， 菌 体 较 之 诱导 前 
有 特异 表达 产物 出 现 ， 且 大 小 与 预期 相符 。 如 图 2 (a) 所 示 ， 当 CP 连接 至 启动 
子 1 (promoter-1) 之 后 ，CP/IL13 连接 至 启动 子 2 (promoter-2) 之 后 时 ，CP/IL13 
的 表达 量 高 于 CP， 表 达 产 物 大 部 分 形成 包涵 体 ， 只 有 少 部 分 可 溶 。 经 蔗糖 密度 
梯度 离心 后 ，CP/IL13 主要 在 1-4 管 ,而 CP 主要 在 7-11 管 ， 并 未 得 到 有 效 的 蔡 合 
颗粒 ， 如 图 2b 所 示 。 交 换 CP 及 CP/IL13 在 质粒 表达 单元 中 的 位 置 ， 使 cP 的 表 
达 量 高 于 CP/IL13〈 图 2c)， 大 部 分 产物 以 可 溶 形式 存在 。 共 表达 产物 经 密度 梯度 
离心 后 CP/HL13 的 富 集 行为 与 CP 一 致 ， 主 要 分 布 在 第 8-11 管 (图 2d)， 与 单独 
表达 的 CP 颗粒 行为 一 致 ( 图 2e)。 结 果 表 明 , 经 恰当 比例 的 共 表 达 , CP 5; CP/IL13 
形成 了 符合 病毒 样 颗 粒 。 
2. 3 病毒 样 颗粒 的 鉴定 

尽管 密度 梯度 离心 一 定 程度 上 提示 了 VLPs 的 存在 , 我 们 进一步 以 HPLC ERR 
过 滤 层 析 分 析 颗 粒 的 存在 及 纯度 。 结 果 显 示 ，CP 和 CP/IL13 共 表达 蛋白 出 峰 位 置 
(图 3a) 与 原始 的 CP 颗粒 一 致 〈 图 3b)， 表 明 共 表达 蛋白 形成 了 购 合 VLPs， 且 
纯化 的 蛋白 主要 以 颗粒 形式 存在 。 此 外 ， 经 电镜 观察 ， 纯 化 后 的 共 表达 蛋白 可 见 
直径 约 25 nm 的 VLPs (图 3c)， 与 原始 CP 形成 的 VLPs 形态 相似 。 
2.4 免疫 小 鼠 血 清 中 IL-13 抗体 水 平 


免疫 小 鼠 获 得 的 血清 经 ELISA 检测 结果 显示 ， 经 CP. CP/IL13 构 合 颗粒 免疫 
后 ， 小 鼠 产 生 了 特异 性 的 人 IL-13 抗体 应 答 (图 4)， 表 明 插 入 的 人 IL-13 抗原 表 
DEAR AT FARES VLPs KE, HRE VLPs 具备 有 效 突破 B ANAEMIA, Us 


导 产 生 针 对 自身 |L-13 分 子 的 特异 抗体 的 能 力 。 经 抗体 的 滴 度 检测 分 析 ， 本 实验 
小 鼠 中 ， 诱 导 的 特异 抗体 滴 度 最 高 可 达 1:10000 . 


3 讨论 

自 引进 抗 微生物 疫苗 以 来 ， 很 多 传染 性 疾病 得 到 了 有 效 控制 。 然 而 ， 非 传染 
性 的 人 类 慢性 疾病 ,如 过 敏 性 疾病 、 自 号 免疫 性 疾病 及 肿瘤 等 显 着 增加 ， 成 为 人 
类 健康 的 重大 威胁 。 基 于 单 克 隆 抗体 及 可 溶性 受 体 在 临床 上 的 成 功 应 用 , 靶 向 疾 
病 中 关键 病理 分 子 的 疫苗 ， 对 于 治疗 严重 的 、 通 常 是 终生 的 慢性 疾病 ， 表 现 出 诱 
人 的 前 景 。 先前 的 研究 证 明 ， 如 果 单 个 分 子 对 疾病 的 发 病 机 理 或 维持 是 足够 关键 
的 话 ， 则 部 向 此 分 子 的 免疫 干预 是 可 能 临床 有 效 的 。 如 抗 IgE 疗法 用 于 治疗 中 度 
至 重度 哮喘 号 切 ， 用 单 克 隆 抗体 或 可 次 性 受 体 的 抗 TNF- a 疗法 用 于 治疗 类 风湿 
ME HARUM IL KIE EIS 1155, 

IL-13 是 哮喘 的 关键 介质 ， 马 雁 冰 等 人 以 HBcAg VLPs 为 载体 设计 了 一 种 基于 
BR IL-13 的 肽 疫苗 n8， 该 疫苗 能 够 有 效 地 打破 免疫 耐 受 ， 并 产生 持续 存在 的 、 高 
滴 度 的 内 源 性 IL-13 自身 抗体 。 在 急性 及 慢性 过 敏 性 气 道 炎症 小 鼠 模 型 中 ， 该 疫 
苗 的 免疫 显 着 抑制 过 敏 反 应 ， 包 括 气 道 炎 症 、 粘 液 分 泌 过 多 以 及 对 吸入 乙酰 甲 胆 
碱 的 气 道 高 反应 性 等 。 随 后 ， 我 们 在 分 析 预 测 的 基础 上 ， 以 鼠 IL-13 疫苗 研究 为 
基础 ， 构 建 了 呈现 人 IL-13 相应 抗原 表 位 的 HBcAg 病毒 样 颗粒 疫苗 中 ， 为 进 一 
步 在 猴 体 哮喘 模型 和 人 类 临床 试验 中 开展 IL-13 疫苗 主动 免疫 干预 哮喘 疾病 进 
程 的 研究 莫 定 了 基础 。 虽 然 使 用 HBcAg 作为 载体 的 安全 性 已 经 在 症 疾 疫苗 的 | 
期 临床 试验 中 得 到 证 实 [91, 但 我 国 乙肝 普遍 流行 , 该 疫苗 免疫 后 产生 的 乙肝 核心 
抗体 可 能 干扰 临床 上 对 乙肝 感染 的 检测 。 因 此 , 本 实验 通过 共 表 达 构 建 租 合 VLPs 
的 策略 ， 成 功 以 QB 哈 菌 体 病毒 样 颗粒 为 载体 ， 将 证 明 有 效 的 人 1L-13〔 氨 基 酸 
23-41) 抗原 肽 段 呈 递 至 颗粒 表面 ， 降 低 了 载体 本 吴 对 临床 检测 的 干扰 作用 。 迄 
今 为 止 ， 国 际 上 已 开展 了 10 余 项 以 QB VLPs 作为 疫苗 载体 ， 鞭 向 疾病 关键 病理 
分 子 进行 疾病 治疗 干预 的 人 类 临床 试验 研究 2033, 提示 这 一 载体 较 好 的 临床 应 用 

QB RIE CP 蛋白 在 大 肠 杆 菌 BL21 (DE3) 中 单独 表达 是 可 溶 的 ， 并 能 装配 
成 病毒 样 颗粒 外。 而 C 末端 插入 人 IL13 抗原 肽 后 ， 可 溶性 降低 ， 大 部 分 表达 产 
物 形成 包涵 体 ， 无 法 有 效 形成 VLPs。 在 共 表 达 体 系 中 CP. 蛋白 的 病毒 样 颗粒 装配 
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装配 能 力 差 的 CP/IL13 表达 量 高 于 


CP 时 ， 共 表达 产物 难以 有 效 组 装 成 谍 合 颗粒 。 因 此 ， 我 们 做 了 调整 ， 让 CP/IL13 
表达 量 低 于 VLPs 装配 能 力 强 的 CP, JETE CP 的 主导 下 ， 共 表达 产物 可 以 有 效 
组 装 成 谋 合 颗粒 。 尽 管 骨 合 颗粒 表面 的 抗原 浓度 有 所 降低 ， 但 我 们 的 研究 显示 ， 
该 重组 府 合 颗粒 免疫 小 鼠 后 , 仍 能 有 效 刺 激 小 鼠 体 内 产生 高 水 平 的 人 1IL-13 抗体 。 
综 上 所 述 ， 本 研究 以 重组 藤 合 颗粒 策略 ， 实 现 了 Q B 鸣 菌 体 病 毒 样 颗粒 作为 
载体 呈现 人 IL13 抗原 肽 ， 形 成 了 一 种 安全 、 有 效 的 的 抗 细胞 因子 新 型 疫苗 形式 ， 
为 人 类 临床 试验 中 开展 针对 IL-13 等 病理 分 子 的 疫苗 主动 免疫 疾病 干预 治疗 研 


完 提 供 了 基础 。 
表 一 人 IL-13 抗原 肽 


E 负 链 核 苷 酸 序列 以 及 PCR 扩 增 引物 


Table 1 Human IL-13 antigen peptide nucleotide sequences and PCR amplification primers 


名 称 寡 核 音 酸 序列 〈 5' —3' D 
IL13 抗原 肽 正 链 GATCCGTTCCGCCGTCTACCGCTCTGCGTGAACTGATCGAAGAACTGGTTAACATCACCCAGG 
负 链 AATTCCTGGGTGATGTTAACCAGTTCTTCGATCAGTTCACGCAGAGCGGTAGACGGCGGAACG 
启动 子 1-CP 正 链 CATGCCATGGCAAAATTAGAGACTGTTA 
负 链 ATCCCTGCAGTTAATACGCTGGGTTCAGCTGA 
启动 子 2- CP/X 正 链 GAGCATATGGCAAAATTAGAGA 
负 链 AAGGGTACCTTAGAATTCGCCACCGGA 
启动 子 1- CP/X 正 链 CATGCCATGGCAAAATTAGAGACTGTTA 
负 链 AAGCTGCAGTTAGAATTCGCCACCGGA 
启动 子 2- CP 正 链 GAGCATATGGCAAAATTAGAGA 
负 链 AAGGGTACCTTAATACGCTGGGTTCAGCTGA 
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Figure 1 pRSFDuetl Plasmid map 
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图 2 重组 蛋白 的 表达 及 密度 梯度 离心 
Figure 2 The expression and density gradient centrifugation analysis 


of the recombinant proteins 
(a)and (c)The co-expression of CP and CP / IL13 M: Protein marker; 1: 
pRSFDuetl-CP- CP/IL13 or pRSFDuetl- CP/IL13-CP without the induction of 
IPTG; 2: pRSFDuetl-CP- CP/IL13 or pRSFDuetl- CP/ILI3-CP induced by IPTG 
for3h; 3: The supernatant of induced bacterial cells; 4: The precipitate 
of induced bacterial cells; a: pRSFDuetl-CP- CP/IL13 ; c: pRSPDuetl- 
CP/IL13-CP (b) and (d) Sucrose density gradient centrifugation analysis 
of recombinant CP- CP/ILI3 or CP/ILI3-CP. M: Protein marker; 1-12: The 
sample fractions from the sucrose density gradient centrifugation 
collected from top to bottom; b: pRSFDuetl-CP- CP/ILI3 ; c: pRSFDuetl- 
CP/IL13-CP (e) Sucrose density gradient centrifugation analysis of CP 
M: Protein marker; 1-12: The sample fractions from the sucrose density 
gradient centrifugation collected from top to bottom. 
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图 3 


组 蛋白 的 HPLC 凝 胶 过 滤 层 析 分 析 及 电镜 观察 


Figure 


3 HPLC analysis of recombinant protein and electronic microscopy of VLPs 


(a) HP 


LC profile of recombinant CP/IL13-CP (b) HPLC profile of recombinant 


CP (c) Electronic microscopy of CP/ILI3- CPVLPs 
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4 ELISA 检测 小 鼠 血 清 中 IL-13 抗体 水 平 


Figure 4 Determination of IL-13 antibody levels in sera of the immunized 


mice by ELISA 
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